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摘要 : 即时 浸 酸 在 阻止 家 蛋 Bombyx mori 卵 济 育 发 动 的 同时 ， 显 车 提高 了 家 和 看 卵 H,0, 含量 。 还 原型 谷 胱 甘 肽 
( reduced glutathione, GSH) 5; &(L78 5t H HK (oxidized glutathione, GSSG) 的 比值 是 一 种 氧化 胁迫 状态 的 动态 指标 。 
为 了 调查 即时 淄 酸 是 否 造成 滞 育 家 看 卵 氧 化 胁迫 ,本 研究 利用 分 光 光 度 法 分 别 测定 了 滞 育 家 看 卵 和 5 min 即时 浸 酸 
湾 育 家 看 夕 中 GSH 和 GSSG 含量 以 及 谷 胱 甘 肽 转移 酶 (glutathione-S-transferase ，GST) 活 性 。 结 果 表 明 : 处 理 后 24 h, 
即时 浸 酸 处 理 家 乍 卵 的 总 谷 胱 甘 肽 (GSH +2GSSG ) 含 量 、GSH 含量 、GSSG 含量 、GSHAGSSG 比值 和 GST 活性 分 别 相 
当 于 同期 清 育 家 和 看 卵 的 204% , 78% , 55096 , 1496 和 97% 。 据 此 推测 ， 即 时 浸 酸 在 阻止 清 育 发 动 的 同时 , 可 能 通过 
促进 GSH 氧化 为 GSSG, 而 显著 降低 了 GSH/GSSG 比值 , 使 家 看 卵 处 于 过 氧化 状态 。 
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Abstract: In the silkworm, Bombyx mori, H,O, significantly increases in diapause eggs when diapause 
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initiation is prevented with instant hydrochloric acid ( HCl) soaking. The ratio of the reduced glutathione 
( GSH ) /oxidized glutathione ( GSSG) is indicative of the oxidative stress. To investigate whether instant 
HCI soaking causes the oxidative stress in diapause eggs of the silkworm, GSH and GSSG levels and 
glutathione-S-transferase ( GST) activities in diapause eggs soaked with HCl for 5 min at 24 h after 
oviposition were determined using spectrophotometric methods with those without soaking with HCL as the 
control. Total glutathione content ( GSH + 2GSSG) , GSH content, GSSG content, GSH/GSSG ratio and 
GST activity in diapause eggs soaked with HCl were equal to 20496 , 7896 , 55096 , 1496 and 9796 of those 
in unsoaked diapause eggs at 48 h after oviposition, respectively. It 1s so inferred that the marked decline of 
GSH/GSSG ratio in diapause eggs soaked with HCI is resulted from the stronger oxidation of GSH to GSSG, 
which causes the transition from the reducing conditions to the peroxidatic conditions. 
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^R Dt H Ak ( glutathione ) 是 细胞 内 最 重要 的 一 种 
小 分 子 抗 氧 化 物质 , 其 还 原型 (reduced glutathione, 
GSH) 与 氧化 型 ( oxidized glutathione, GSSG ) 的 比值 
GSH/GSSG 反映 了 细胞 的 氧化 胁迫 状况 (Lu， 
2009) 。 高 GSH/GSSG 说 明细 胞 处 于 还 原状 态 ， 而 
低 GSH/GSSG 说 明细 胞 处 于 过 氧化 状态 (Asensi et 
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al., 1999 ), GSH mpi A Z4 Bt 2E Dt 94 B? XE Bc NS 
( glutamate cysteine ligase, GCL) AIE Mt EH IS ia 
( glutathione synthase, GS) 依次 催化 合成 , 其 中 GCL 
是 限 速 酶 。 通 稼 谷 胱 甘 肽 在 细胞 内 不 能 被 降解 , 但 
AMEE HK S- 转 移 酶 (glutathione S-transferase, GST) 
可 以 催化 GSH 与 亲 核 物质 结合 形成 复合 物 , 在 起 


作者 简介 : 赵 林 川 , 男 , 1968 年 2 月 生 , 江苏 东台 人 , 副教授 , 主要 从 事 自由 基 生 物 学 研究 , E-mail: sdzlc2008@ 126. com 


* 通讯 作者 Corresponding author, E-mail: slgsilk@ zju. edu. en 
收 稿 日 期 Received; 2010-05-13 ; 接受 日 期 Accepted: 2010-10-28 


1334 昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 53 3 


到 解毒 作用 的 同时 ,也 造成 总 谷 胱 甘 肽 (GSH + 
2GSSG) 含量 的 减少 (Singh et al., 2001; Vontas et 
al., 2001; Hayes et al., 2005) 。 一 方面 ，GSH 在 合 
胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 (glutathione peroxidase, GPx) 的 
催化 下 被 H,0, 氧化 为 GSSG; 5—7 m, GSSG 在 
谷 胱 甘 肽 还 原 酶 (glutathione reductase, GR) 催化 下 
被 NADPH 还 原 为 CSH。 就 昆虫 细胞 而 言 ， 分 别 由 
硫 氧 还 蛋白 过 氧化 物 酶 (thioredoxin peroxidase, 
TPx) 和 和 硫 氧 还 蛋白 还 原 酶 (thioredoxin reductase, 
TrxR) [V3 GPx 和 GR, 负责 GSH 的 氧化 和 GSSG 
的 还 原 (Kanzok et al., 2001), 335^, GST 也 可 以 象 
GPx 一 样 催化 GSH 氧化 为 GSSG ( Forman et al., 
2009), 

JE T ifi £j ( diapause) 与 看 种 生产 密切 相关 , 长 
期 以 来 研究 者 对 家 蛋 Bombyx mori ği AMRIT T 
WAWR, 其 研究 成 果 不 仅 加 深 了 对 昆虫 浪 育 调控 
机 制 的 认识 , 而 且 有 力 地 促进 了 看 种 生产 技术 的 进 
步 ( Yamashita, 1996; 徐 卫 华 ，1999; E B Æ, 
2003) 。 涡 育 性 家 看 卵 大 约 在 产 下 后 24 h 左右 开始 
WE ADU. 表现 为 呼吸 耗 氧 量 急 剧 下 降 、 糖 原 大 量 
转化 为 山梨 醇和 豚 胎 细胞 分 裂 放 慢 并 且 最 终 在 72 h 
左右 完全 停止 于 细胞 周期 的 G, 阶段 。 此 后 , 家 看 
卵 就 进入 清 育 状态 , 在 室温 下 可 以 维持 滤 育 状态 约 
300 d, EAA AKTAR SE SZ BB i JEJE TS. 
只 有 经 历 长 期 的 低温 处 理 , KAI AAST Be 
被 解除 。 不 过 , 在 沛 育 发 动 阶段 ,进行 盐酸 处 理 ， 
可 以 有 效 阻止 济 育 发 动 的 进行 , 使 涉 育 性 家 在 卵 象 
JE B EZKAIA, 在 大 约 两 周 时 间 内 孵化 。 这 
种 处 理 称 为 即时 浸 酸 , 已 经 在 看 种 生产 中 得 到 广泛 
应 用 ( 汉 家 新 , 2004) 。 与 长 期 低温 处 理 一 样 ， 即 时 
ist Be n] VL fe XE ZH ES HEU pE H (time interval 
measuring enzyme, TIME) 与 抑制 肽 (peptidyl 
inhibitory needle, PIN) 复合 物 分 离 ， 导致 TIME 的 
ATPase 活性 爆发 ( Kai et al., 2008) 。 尽 管 体 外 试验 
表明 , TIME 具有 ATPase, MKi ( esterase A,, EA,) 
和 超 氧 化 物 歧化 酶 (superoxide dismutase, SOD ) 等 
活性 , 但 是 其 在 家 春 卵 内 的 天 然 底 物 和 其 在 浪 育 调 
控 中 的 具体 功能 都 还 不 清楚 。 因 此 ， 即 时 温 酸 阻止 
家 到 卵 浪 育 发 动 的 机 制 仍然 需要 进一步 探讨 。 

近年 来 , 我 们 对 H,0, 与 家 在 沛 育 调控 的 关系 
进行 了 人 研究 , 发 现 即 时 漫 酸 通过 抑制 浪 育 家 盔 卵 过 
AMAR ( catalase, CAT) 基因 的 转录 , ERKE DD 
内 HO, 水 平 显 著 升 高 ; 适当 的 外 源 H,O, 处 理 , 同 
FER BARREKA SMi A Az (Zhao et al., 1999; 


赵 林 川 等 ，2000; WRR, 2003; sp S, 
2009) 。 此 外 , TE ASIE. KAIN NAD 含量 显 
车 下 降 , 而 NADP “含量 显著 上 升 , 即时 浸 酸 可 以 阻 
止 上 述 变 化 ( 赵 林 川 和 时 连 根 , 2008) ,该 结果 能 够 
较 好 地 解释 沛 育 发 动 过 程 中 家 和 蛋 卵 呼吸 耗 氧 量 急剧 
下 降 和 糖 原 转 化 为 山梨 醇 并 且 大 量 积累 下 来 等 现 
象 。 本 研究 以 沛 育 家 看 卵 为 对 照 , WMA TER 
对 浪 育 家 看 卵 中 总 合 胱 甘 肽 含量 、GSH 含量 、GSSG 
含量 及 GST 活性 的 影响 。 


1 材料 与 方法 


1.1 家 每 品种 

二 化 性 、 单 系 家 不 原 种 丰 一 (Feng 1) ， 由 浙江 
省 不 种 公司 提供 。 
1.2 处理 

温度 25 + 1C、 连 续 光 照 下 催 青 , RES A 
RIA, 幼虫 期 、 肾 期 和 成 虫 期 都 置 于 25 x 1C, 96 
周期 12L: 12D 中 ,以 制备 沛 育 性 家 看 卵 。 浪 育 性 家 
ABB (23 30 g) 产 下 后 保护 于 25 € 1%C、 光 周期 
12L: 12D 中 , 在 产 下 后 24 h 一 分 为 二 , 其 中 一 份 进 
行 即 时 浸 酸 处 理 以 阻止 清 育 发 动 , 即时 浸 酸 处 理 条 
TEX: FH 1.075 g/mL HCI 液 于 46 € 1C P 3X 5 min, 
浸 毕 后 用 流水 充分 冲洗 , BST. RREZE DNI 
肋 一 份 非 浸 酸 处 理 的 清 育 家 和 蛋 卵 一 起 保护 于 25 + 
1%C、12L: 12D 中 , 分 别 每 隔 24 h 取样 一 次 , 下 到 即 
时 浸 酸 家 和 在 卵 旷 化 。 样 品 在 液 所 中 速冻 后 置 -70Y 
保存 , 分 别 用 于 不 同类 型 的 谷 胱 甘 肽 含量 和 GST 活 
性 测定 。 每 一 处 理 均 重复 3 次 。 
1.3 谷 胱 甘 肽 含量 测定 

取 约 0.1 g 家 看 卵 , 加 入 4% 下 预 冷 的 1.0 mL 
0.05 mol/L pH 7.0 PBS( 含 5% 水 杨 酸 ), 在 冰 浴 中 
匀 浆 后 , 4C 下 10 000 g 离心 8 min, 取 上 清 液 供 合 
胱 甘 肽 测定 用 。 和 总 谷 胱 甘 肽 、GCSH 和 GSSG 含量 测 
定 按照 Krishnan 等 (2007 ) 方法 进行 , 测定 重复 
3 次 。 
1.4 GST 活 性 测定 

取 约 0.1 g 家 看 卵 , 加 入 4% 下 预 冷 的 1.0 mL 
0.05 mol/L pH 6. 5 PBS, KFIJ, 4C 下 
10 000 gi» 8 min， 小 心 去 除 上 层 脂 质 后 ， 再 于 
4% 下 10 000 g 离心 3 min, 取 上 清 液 用 于 GST 活性 
Mjo GST 活性 测定 采用 1-2, 4-— RH dE CE 
(CDNB) 比 色 法 ( 备 刚 等 , 2010) , 测定 重复 3 次 。 


12 期 赵 林 川 等 : 即时 浸 酸 显著 降低 潍 育 家 看 卵 的 还 原型 与 氧化 型 谷 胶 甘 肽 比值 1335 


1.5 样品 可 溶性 蛋白 质 含量 测定 

样品 提取 液 中 可 溶性 和 蛋白质 售 量 测定 采用 
Bradford( 1976 ) 报道 的 G-250 比 色 法 , 测定 重复 
3 次 。 
1.6 数据 统计 与 分 析 

采用 ANVOA (one way) 和 Student" s-Newman- 
Keuls post hoc test( SPSS Inc., USA) 4r fr 5; EE ss y 
AZA DPA BI EST E R2 AA BD FP ss T DG H RA I ER. 
GSH 含量 、GSSG 含量 和 GSH/GSSG 比值 以 及 GST 
活性 的 差异 显著 性 ,已 < 0. 05 为 差异 显著 , P < 
0.01 为 差异 极 显 车 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 即时 浸 酸 对 家 等 卵 总 谷 胱 甘 肽 含量 的 影响 

在 产 下 后 24 - 216 h 期 间 , mi A 2 3 BRL 5 IDE 
HAC ERE Ee SP, 未 见 显著 变化 ; BUE 
酸 家 在 卵 总 谷 胱 甘 肽 含量 逐步 增加 , 在 192 h 达到 
峰值 , 与 24 h 相 比 约 增加 414% ; 产 下 后 48 -216 h 
期 间 ， 即 时 浸 酸 家 看 卵 总 谷 胱 甘 肽 含量 极 显 车 高 于 
Wt F2 DP(P«0.01), 其 中 即时 温 酸 24 h ( 产 下 
后 48 h) 总 谷 胱 甘 肽 含量 约 为 同期 浏 育 乍 卵 的 
204% (图 1)。 
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图 1 WAZAMA ERKE BB ES DG HE FK 
含量 的 变化 
Fig. 1 Variation of total glutathione content in 
the diapause eggs and the instant HCl soaked diapause 


eggs of Bombyx mori 
tjs, *P«0.05, "P «0.01; 下 同 。Student s t-test is used for 


statistical comparison, " P«0.05, "P «0.01. The same below. 


2.2 BUHEBAXIZK REDE GSH 含量 的 影响 
沛 育 家 和 蛋 卵 CSH 含量 在 96 h 达到 峰值 , 但 从 
144 h 后 迅速 下 降 ; MERZA GSH 含量 在 24 
-144 h 期 间 变 化 不 显著 ,此 后 也 迅速 下 降 ; 即时 
ERKASI GSH x E S ECT E ZB CP < 


0.05) ， 其 中 即时 浸 酸 后 24 h ( 产 下 后 48 h) GSH 
含量 约 为 同期 清 育 看 卵 的 78% (图 2)。 
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含量 的 变化 


Fig. 2 Variation of GSH content in the diapause eggs 
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and the instant HCl soaked diapause eggs of Bombyx mori 


2.3 即时 浸 酸 对 家 蚕 卵 GSSG 含量 的 影响 

ilit i 2&4 BH GSSG 含量 在 产 下 后 24 - 48 h 期间 
PA PEE, 约 降低 41% , 此 后 缓慢 上 升 , 但 是 变化 
不 显著 ; 即时 浸 酸 家 和 看 卵 GSSG 含量 显著 上升， 并 
HÆ 192 h 达到 峰值 , 与 24 h 相 比 约 升 高 943% ， 
[n] HW ty zx dx BB 9.4 倍 ; 即时 漫 酸 家 看 卵 
GSSG 含量 极 显著 高 于 沛 育 家 和 在 卵 (P «0.01), 其 
中 即时 浸 酸 后 24 h ( 产 下 后 48 h) 6886 含量 约 为 
同期 济 育 看 卵 的 550% (图 3)。 
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Hours after oviposition 
图 3 WAZAMA GSSG 
含量 的 变化 
Fig. 3 Variation of GSSG content in the diapause eggs 
and the instant HCl soaked diapause eggs of Bombyx mori 


2.4 ”即时 浸 酸 对 家 乔 卵 GSH/GSSG 比值 的 影响 
在 产 下 后 24 -48 h WE, WW A zy GSH/ 
GSSG 比值 升 高 93% ,相反 即时 漫 酸 家 看 久 GSH/ 
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GSSG EE PER T 7390, 前 者 是 后 者 的 7.0 倍 ; 此 
后 两 者 都 逐步 下 降 ; m AKAI GSHAGSSG 比值 极 
显著 高 于 即时 浸 酸 家 和 看 卵 (PP<0.01), 其 中 即时 误 
酸 后 24 h〈 产 下 后 48 h) GSH/GCSSG 比值 约 为 同期 
沛 育 蛋 卵 的 14% (图 4)。 
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图 4 清 育 家 答 卵 和 即时 浸 酸 家 和 春 卵 CSH/ACSSC 
比值 的 变化 
Fig. 4 Variation of GSH/GSSG ratio in the diapause eggs 


and the instant HCl soaked diapause eggs of Bombyx mori 


2.5 即时 浸 酸 对 家 等 卵 GST 活性 的 影响 
MAZAI GST 活性 在 产 下 后 24 -48 h 期 间 
极 显著 下 降 , 约 降 低 69% ,此 后 缓慢 上 升 , 168 h 
后 再 次 下 降 ; 即时 浸 酸 家 乔 卵 GST 活性 变化 在 产 下 
后 24 -72 h 期 间 与 清 育 家 和 蛋 卵 非常 一 致 , 但 此 后 其 
活性 迅速 增加 , 在 144 h 达到 峰值 , 与 72 h 相 比 约 
升 高 425% , 是 同期 滞 育 家 和 蛋 卵 的 2.7 倍 ; BUB UE 
RAYN GST 活性 在 96 -216 h 期 间 显 著 高 于 沛 育 
家 看 卵 ( 忆 <0.05) , 其 中 即时 浸 酸 后 24 h ( 产 下 后 
48 h) GST 活性 约 为 同期 浪 育 看 卵 的 97% (图 5)。 
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图 5 浪 育 家 看 卵 和 即时 浸 酸 家 看 卵 GST 活性 的 变化 
Fig. 5 Variation of GST activity between the diapause eggs 


and the instant HCl soaked diapause eggs of Bombyx mori 


3 讨论 


为 TPx 和 GST 催化 GSH 氧化 为 GSSG 以 及 
TrxR 催化 GSH 还 原 为 GSH 的 反应 并 不 影响 细胞 总 
谷 胱 甘 肽 (CSH +2GSSG ) 含量 ,同时 细胞 内 谷 胱 甘 
肽 几乎 不 被 降解 , 所 以 总 谷 胱 甘 肽 含量 取决 于 (1) 
GCL 和 GS 催化 合成 的 GSH 数量 ; (2) GST 催化 
GSH 与 亲 核 性 物质 结合 形成 复合 物 而 减少 的 GSH 
数量 (Lu, 2009; Forman et al., 2009), EWES ZEE 
PHE, 即时 浸 酸 家 在 卵 的 总 谷 胱 甘 肽 含量 极 显著 
增加 ,其 GST 活性 在 前 期 几乎 与 滞 育 家 竺 卵 完全 一 
致 , 在 后 期 极 显 车 增加。 该 结 采 表明 ,即时 浸 酸 家 
看 卵 中 因为 与 亲 核 性 物质 结合 形成 复合 物 而 减少 的 
GSH 数量 与 党 育 家 盔 卵 相当 ( 前期) 或 者 更 多 (后 
期 )。 因 此 , 即时 漫 酸 可 能 促进 家 看 卵 GSH 合成 ， 
造成 总 谷 胱 甘 肽 含量 显著 增加 。 

与 总 谷 胱 甘 肽 含量 变化 不 同 , GSHAGSSG 比值 
不 仪 与 GSH 合成 数量 和 因为 与 杀 核 性 物质 结合 形 
成 复合 物 而 减少 的 GSH 数量 有 关 , MEHA GSH- 
GSSG 氧化 还 原 的 循环 有 关 ， 即 TPx 和 GST 催化 下 
GSH 被 H,0, 氧化 为 GSSG 的 数量 , 以 及 TrxR 催化 
下 GSSG 被 NADPH 还 原 为 GSH 的 数量 有 关 
( Kanzok et al., 2001; Lu, 2009) 。 本 人 研究 结果 显 
IW, MERZA GSH 含量 显著 低 于 沛 育 家 看 
卵 ， 相反 前 者 GSSG 含量 极 显 著 地 高 于 后 者 。 该 结 
果 表 明 , 尽管 即时 浸 酸 可 能 通过 促进 GCL 和 GS f 
化 合成 GSH, 但 即时 浸 酸 家 和 蛋 卵 中 绝 大 多 数 GSH 
被 H,0, 氧化 为 GSSG， 即 TPx 和 GST 催化 的 GSH 
氧化 的 数量 显著 大 于 TrxR 催化 的 GSSG 还 原 的 数 
A. VATER E ERR S x $us Y BR A 4r BD 
H,O, 水 平 , 却 显著 减少 了 NADPH 水 平 的 研究 结果 
一 致 (Zhao et al., 1999 ; 赵 林 川 等 , 2000; 赵 林 川 和 
时 连 根 , 2008 ) 。 值 得 注意 的 是 ，GST ABESSE 
化 GSH 与 杀 核 性 物质 结合 形成 复合 物 ， 从 而 减少 
GSH 的 数量 , 而 且 可 以 象 TPx 一 样 催化 GSH 氧化 
为 6SSG, 同样 可 以 减少 GSH 数量 (Boyland and 
Chasseaud, 1969; Singh et al., 2001; Vontas et al., 
2001; Hayes et al., 2005) , BIETE MR Z A BH RIH 
GST W TEJLOT- T Eg 228 MEEA, 表明 至 少 在 
BDE MR BEJE ir A Aay Eh TPx 负责 催化 
GSH RAI. WARR ERKA GST 活性 极 显 
3E, 表明 GST 可 能 在 家 看 胚胎 正常 发 育 过 程 中 
对 GSH 氧化 也 具有 一 定 作 用 。 
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本 人 研究 首次 报道 了 即时 淄 酸 能 够 显著 降低 浪 育 
ZA BB GSH/GSSG 比值 , 并 且 主 要 与 TPx 催化 的 
GSH 氧化 加 强 有 关 。 已 知 GSH/GSSG 具有 下 列 调 
控 作 用 : (10 参与 活性 氧 (reactive oxygen species, 
ROS ) 诱 导 细 胞 内 Ca ' 浓度 升 高 的 过 程 ，(2) 影 响 
细胞 膜 Na' -Ca ' 交换 体 功能 ，(3 ) 参 与 蛋白 质 磷 酸 
化 过 程 的 调控 ,(4) 调 控 氧化 还 原 敏感 的 转录 因子 
活性 ( 邓 采 梁 和 黄 中 洋 , 2007) 。 在 沛 育 发 动 阶段 ， 
家 至 胚胎 细胞 分 裂 速 度 放 慢 ,并 有 旦 最终 停止 于 细胞 
周期 的 G, 时 期 (Nakagaki et al., 1991)。 原 先 认 为 
可 能 与 细胞 周期 重 日 Cyclin B 的 表达 下 调 有 关 。 不 
过 , 实际 测定 结果 表明 , ET 2m VE CESAE 
卵 相 比 ， 其 cyclin B 基因 表达 不 存在 显著 差异 
( Takahashi et al., 1996) 。 在 湾 育 发 动 阶段 , KADY 
重 日 质 克 酸 化 水 平 发 生 了 显著 变化 (1wata et al., 
2005; Fujiwara and Shiomi, 2006; Lin et al., 2009; 
Kihara et al., 2009) 。 因 此 , 即时 漫 酸 极 显著 地 降低 
EKAIN GSH/GSSG 比值 , 可 能 在 调控 蛋白 质 磷 
酸化 过 程 中 具有 重要 作用 。 为 了 阐明 即时 温 酸 阻止 
家 春 卵 沾 育 发 动 的 分 子 机 制 , 今后 需要 进一步 测定 
即时 漫 酸 处 理 对 沛 育 家 看 卵 GSH 代谢 的 影响 , JL 
其 是 对 TPx 和 TrxR 活性 的 影响 ,并 且 探 讨 GSH/ 
GSSG 比值 的 显著 降低 在 家 看 卵 重 白 质 磷酸 化 中 的 
调控 作用 。 
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